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(54) Title: PROCESS FOR TESTING FOR PATHOGENIC LISTERIA BACTERIA 

(54)Bezeichnung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG VON PATHOGENEN LISTERIA-BAKTERIEN 

(57) Abstract 

Nucleic acids which preferably hybridize under hydridization conditions 5-6 x SSC and 42°C-60°C with the 2.5 kb large 
KpnI-BamHl fragment of pLM63, preferably a nucleic acid listed in Table III, and which contain reporter groups are suitable 
for hybridization tests on Listeria bacteria. Proteins suitable for producing antibodies against Listeria bacteria are also described. 

(57) Zusammecfassung 

Nuclei nsauren, welche vorzugsweise bei den Hybridisierungsbedingungen 5-6 x SSC und 42°C-60°C mit dem 2,5 kb gro- 
Sen KpnI-BamHI Fragment aus pLM63, vorzugsweise mit einer Nucleinsaure nacht Tabelle III, hybridisieren. Derartige Nuc- 
leinsauren sind, wenn sie Reportergruppen enthalten, fur Hybridisierungstests auf Listeria-Bakterien geeignet Ebenso werden 
Proteine beschrieben, welche zur Herstellung von Antikorpern gegen Listeria-Bakterien geeignet sind. 
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Verfahren znr Bestimmung von pathogenen Listeria-Bakterien 

Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zur Bestimmung von 
pathogenen Listeria-Bakterien, eine Nachweisnucleinsaure 
(probe) sowie ein Protein, welches zur Herstellung von Anti- 
korpern gegen pathogene Listeria-Bakterien geeignet ist. 

Listerien sind eine heterpgene Gruppe grampositiver Bakterien 
und bestehen im wesentlichen aus den Spezies 
Listeria monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. 
seeligeri, L. ivanovii, L. grayi und L. murrayi. Davon sind 
lediglich zwei Spezies pathogen, namlich L. monocytogenes fur 
Menschen und Tiere und L. ivanovii fur Tiere. Die Listeriose 
auflert sich beim Menschen iiblicherweise in einer bakterielien 
Meningitis und Septikamie sowie bei Schwangeren in Fehl- und 
Totgeburten. Bei Schafen und Rindern auSert sich die 
Listeriose in Fehlgeburt, Enzephalitis, Septikamie und 
Mastitis (N. Engl.. J. Med. 308 (1983), 203-206), J. Infec. 
15 (1987), 165-168, Linnan, M.J. et al., An investigation of 
listeriosis in Southern California 1985, in Courtieu, A.L. et 
al.,(eds) Listeriose, Listeria, Listeriosis 1985-1986, 
University of Nantes ) . 

In jungster Zeit wurde eine Haufung von Listeriose-Erkran- 
kungen beim Menschen beobachtet, als deren Ursache die Kon- 
tamination von Milch und Kase, vor allem von Weichkasesor- 
ten,durch Listeria-Bakterien als Ursache angesehen wird. 
Demzufolge ist eine Uberpriifung von Lebensmitteln auf 
Listeria-Kontamination wichtig und in USA bereits fiir Kase 
vorgeschrieben . 
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Aus Int. J* Food Microbiol, 4 (1987) , 249-256- ist ein Ver- 
fahren zur Bestiinmung von Listeria monocytogenes bekannt,* bei 
dem der Mikroorganismus selektiv in fliissigem Medium bei 4°C 
angereichert , auf speziellen Agarboden geziichtet und 
anschlieBend durch eine Vielzahl biochemischer Tests bio- und 
serotypisiert wird. Dieses Verfahren ist sehr arbeits- und 
zeitaufwendig und es dauert 14 Tage und langer bis das 
Endergebnis vorliegt. AuBerdem ist die Beurteilung nur sehr 
schwierig durchfiihrbar und nicht fiir Routineuntersuchungen 
geeignet. 

Aus Appl. Environ. Microbiol. 53 (1987), 2256-2259 . ist ein 
Verfahren zur Bestinnnung von Listeria-Bakterien bekannt, 
welches durch colony-Hybridisierung mit radioaktiv markierten 
DNA-probes durchgefiihrt wird. Die colony-Hybridisierung ware 
an sich ein geeignetes Verfahren fiir eine schnelle und 
einf ache Analyse der Kontamination von Lebensmitteln durch 
Listeria-Bakterien. Dazu ist jedoch eine Nachweis-Nuclein- 
saure (probe) erf orderlich, welche mit alien pathogenen 
Listeria-Bakterien (L. monocytogenes und L. ivanovii), nicht 
jedoch mit den anderen Listeria-Bakterien hybridisiert. 
Bisher bekannte DNA-probes (Listeriolysin 0, S -List erioly sin; 
vgl* Infection and Immunity 55 (1987), 3225-3227 und Applied 
and Environmental, Microbiology 53 (1987), 2256-2259) sind zu 
unspezif isch und ergeben demzufolge eine nicht akzeptable 
Anzahl f alsch-positiver und falsch-negativer Ergebnisse. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es demnach, eine 
Nucleinsaure bereitzustellen, mit welcher spezifisch Bybri- 
disierungstests auf pathogene Listeria-Bakterien moglich sind 
sowie hiervon abgeleitete Proteine, welches als Immunogene 
zur Herstellung von Antikorpern gegen pathogene Listeria- 
Bakterien geeignet sind. 
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Diese Aufgabe wird durch eine Nucleinsaure gelost, die bei 
den Hybridisierungsbedingungen 5 - 6 x SSC und 42 - 60° C mit 
dem 2,5kb groQen Kpnl-BamHI Fragment aus dem Plasmid pLM63 
(DSM 5220), vorzugsweise innerhalb einer Stunde, 
hybridisiert . Vorzugsweise ist die Nucleinsaure mindestens 27 
Nucleotide lang. Ebenfalls bevorzugt ist eine Nucleinsaure, 
welche unter diesen Bedingungen mit der in dem oben genannten 
Fragment enthaltenen Nucleinsauresequenz gemaB Tabelle. Ill 
hybridisiert. Ebenfalls bevorzugt ist eine Nucleinsaure, 
welche unter diesen Bedingungen mit der Nucleinsaure 
entsprechend Nucleotid 822 - 1890 aus Tabelle III 
hybridisiert. Besonders bevorzugt wird die Nucleinsaure der 
Sequenz nach Tabelle III, ein Fragment dieser Sequenz von 
Nucleotid 1-714, 822 - 1890, 935 bis 1244, von 1158 bis 
1185 oder von 1209 bis 1718 oder ein mindestens 27 Nucleotide 
langes Fragment der Sequenz nach Tabelle III verwendet. Die 
maximale Lange der Probe ist unkxitisch. Ublicherweise sollte 
sie jedoch die Lange des pLM6 3 -Fragments, also 2,5kb, nicht 
wes^ntlich iiberschreiten. 

Unter Nucleinsauren im Sinne der Erfindung sind 
Oligodesoxyribonukleoside oder die entsprechenden 
Oligoribonucleoside sowie deren zur Hybridisierung geeignete 
Derivate zu verstehen. 

Der Listeria-Nachweis erf olgt nach den dem Fachmann gelaufi- 
gen molekularbiologischen Techniken der DNA/DNA, RNA/RNA bzw. 
RNA/DNA-Hybridisierung zum Nachweis homologer 
Nucleinsauresequenzen. Dazu werden ublicherweise die Methoden 
der colony- oder plaque-Hybridisierung und blotting-Verfahren 
(z. B. Southern blot und dot blot) verwendet. Weitere 
bekannte Verfahren sind in USP 4 358 535-, Gene 21 (1983) 
7785, EP-B 130515, EP-B 70685, EP-B 70687 und EP-A 238332 
beschrieben . 
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Die Markierung der probe erfolgt beispielsweise mit radioak- 
tiv derivatisierten Desoxyribonucleosidtriphosphaten,nicht- 
radioaktiv mit Biotin, Avidin, Streptavidin , einem Flttotfes- 
zenzfarbstof f Oder einem Hapten. In letzterem Fall erfolgt 
der Nachweis des Hybridisierungsprodukts durch Bestimmung der 
enzymatischen Aktivitat des Markerenzyms in einem Anti- 
Hapten-Antikorper-Enzym-Konjugat fiber gekoppelte Farb- 
stof fsysteme. Weitere Verfahren sind beispielsweise in der 
DE-A 38 13 278 und der DE-A 38 00 644 beschrieben. Die 
Substanz, mit der, die probe markiert ist, wird dort auch als 
Reportergruppe bezeichnet* 

Die Durchfiihrung des erfindungsgemaflen Verfahrens erfolgt 
vorzugsweise dadurch f daS die erfindungsgemaflen Nucleinsau- 
reprobe radioaktiv f mit Biotin, Streptavidin, Avidin oder mit 
einem Hapten markiert und anschlieSend Hybridisierung und 
Bestimmung der Markierung durchgefiihrt wird. 

Zur Markierung der erfindungsgemaflen probes konnen ver- 
schiedene Methoden angewendet werden, wie sie beispielsweise 
in Molecular Cloning, Maniatis et al (1982), Gold Spring 
Habor Laboratory, Cold Spring Habor, New York, beschrieben 
sind. Der Einbau vom Biotin in Nucleinsauren ist beispiels- 
weise in PNAS USA 78 (1981) 6633 und PNAS USA 79 (1982) 7331 
beschrieben. Eine weitere Methode zum Einbau von Reporter- 
gruppen ist in EP-A 292128 beschrieben. 
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Die radioaktive Markierung kann nach den bekannten Verfahreii 
durchgefiihrt werden. Der Einbau eines Haptens kann bei- 
spielsweise enzymatisch, chemisch oder photochemisch er- 
folgen. Die Herstellung der Oligonucleotid-probes kann 
beispielsweise nach der "Random-primed" Methode (Anal. 
Biochem. 122 (1983) 6) der "Specific-primed" Methode, der 
"Reversen transcriptions" Methode (Stelow, J.K. und 
Hollander A. eds, Genetic Engineering, Plenum Press New York 
and London, Vol. 1, Seite 1) nach der "Fill in" der "Nick- 
Translation" Methode (J. Mol. Biol, ill (1977) 237) der 
"Tailing" Methode, der "Transcriptions" Methode (J. Mol. 
Biol. I£6 (1983) 477), der photochemischen Methode (Nucl. 
Acids Ris. 12 (1985) 745 - 761) oder chemisch durchgefuhrt 
werden. Diese Methoden sind beispielsweise in der DE-A 38 13 
278 naher beschrieben. 

Das zu untersuchende Material (sample) wird vor Durchfuhrung 
der Bestimmung in iiblicher Weise aufbereitet. Vorteilhaft 
wird dabei die RNA und/oder DNA aus der sample nach bekann- 
ten Verfahren isoliert (vgl. z, B. Maniatis, Molecular 
Cloning (1982) 280 - 281). 

Vor Durchfuhrung der Bestimmung konnen die Nucleinsauren der 
sample in kiirzerkettige Fragmente gespalten werden. Dies kan: 
beispielsweise durch Ultraschallbehandlung, Mikrowellen- 
behandlung oder Behandlung mit Restriktionsendonucleasen 
geschehen. Falls die samples doppelstrangige Nucleinsauren 
enthalten, mtissen diese vor Durchfuhrung der Bestimmung in 
Einzelstrange gespalten werden. Dies kann nach den dem 
Fachmann gelaufigen Methoden durch Denaturierung (z.B. 
Hitzebehandlung oder alkalische Behandlung ) erfolgen . 
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Die derivatisierte oder radioaktiv markierte Nuclefhsaure- 
probe wird mit einer auf einen Trager gebundenen denaturier- 
ten DNA oder KNA der zu untersuchenden sample in Kontakt 
gebracht und hierbei Temperatur, Ionenstarke, pH-Wert, Puffer 
und sonstige Bedingungen, abhangig von der Lange der 
Nucleinsaureprobe und der daraus resultierenden Schmelztem- 
peratur des zu ervartenden Hybrids so gewahlt, daB die 
markierte Nucleinsaure an homologe Nucleinsauren binden kann 
(J. Mol. Biol. 98 (1975), 503, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76 
(1979) 368 3.). Besonders geeignete Hybridisierungsbedingungen 
sind 5-6 x SSC bei 42 °C - 60 °C und eine Inkubationsdauer von 
1 bis 20 Stunden, vorzugsweise 1 Stunde. Besonders geeignete 
Waschbedingungen sind 0,1 - 0,5 x SSC bei 65°C - 70°C und 
eine Inkubationsdauer von 15 Minuten bis zwei Stunden, 
vorzugsweise 30 Minuten. Zur Durchfuhrung der Bestimmung ist 
es jedoch auch moglich, andere Bedingungen zu wahlen, da die 
optimalen Bedingungen von der Art und Konzentration der probe 
und der zu bestimmenden Nucleinsaure abhangig sind. So kann 
beispielsweise durch Zusatz von 40 % Formamid eine niedrigere 
Hybridisiemingstemperatur verwendet werden. Ebenso kann ein 
organisches Losungsmittel in einer Konzentration bis zu 50%, 
vorzugsweise 20-50%, zugesetzt werden. Geeignete 
Hybridisierungsbedingungen lassen sich, wie in Anal. Biochem. 
178(1984) 267, beschrieben, aus Lange der probe, Salzgehalt 
des Reagenzes, GC-Gehalt der probe und Temperatur berechnen. 
Als besonders geeignete Bedingungen haben sich erwiesen: 

GC-Gehalt der probe 43% - 60%, 

Lange der probe mindestens 27 Nucleotide, 

Hybridisierung bei 42°C - 60 °C und 

bei 5 - 6 x SSC iiber 1 Stunde, 

waschen bei 65°C - 70°C und 

bei 0,1 - 0,5 x SSC iiber 30 Minuten, 

ggf • unter Zusatz von 

40% bis 50% Denaturierungsmittel (z. B. Formamid) 
wahrend der Hybridisierung 
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Unter 1 x SSC ist eine waflrige Losung 2U verstehen aus 

O f 15 mol/1 NaCl 

0,015 mol/1 Na 3 Citrat x 2 H 2 0, 

welche mit 1 mol/1 HC1 auf pH 7 eingestellt ist. Angaben wie 
0,1 x SSC sind entsprechende Verdfinnung dieser Losung. 

Als Trager geeignet sind Membranen oder Tragermaterialen auf 
Basis Nitrocellulose (z.B. Schleicher und Schiill BA85, 
Amersham Hybond C), verstarkte oder gebundene pulverf ormige 
Nitrocellulose oder mit verschiedenen funktionellen Gruppen 
(z.B. Nitrogruppe) derivatisierte Nylonmembranen (z.B. 
Schleicher und Schiill Nytran, NEN Gene Screen, Amersham 
Hybond N, Pall Biodyne). Vor Durchfiihrung der Bestimmung wird 
der Trager vorzugsweise vorbehandelt, um nichtspezif ische 
Bindungen der probes an den Trager zu verhindern. Fur diese 
Vorhybridisierung geeignete Blockierungssubstanzqn sind 
beispielsweise phosphate buffered saline mit Rinderse- 
rumalbumin, nichtionische Detergentien , Polyanionen und DNA 
aus Heringssperma. Nitrozellulosef ilter und Nylonmembranen 
werden vorzugsweise mit 5 x SSC bei 65° C 1 Stunde vorbehan- 
delt. 

Nach Durchfiihrung der Inkubation wird der Trager gewaschen, 
um unhybridisierte Nucleinsauren zu entfernen. Dies kann 
beispielsweise erfolgen durch eine Losung von 0,1 - 1 % <v/v) 
eines ionischen Detergenz f ggf. unter Zusatz von Salz (z. B. 
Natriumchlorid oder Natriumcitrat ) oder mit SSC f vorzugsweise 
0,1 - 0,5 x SSC. 

Bei Verwendung von radioaktiv markierten probes wird eine 
Autoradiographic durchgefiihrt. 
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Bei Verwendung von Hapten-markierten probes wird mit einem 
Antikorper oder Antikorperf ragment gegen das Hapten inku- 
biert. Der Antikorper tragt hierbei eine Markierung, bei- 
spielsweise eine radioaktive oder enzymatische Markierung. 
Nach der Antikorper- Inkubat ion wird nochmals gewaschen, urn 
nur spezifisch gebundene Antikorper-Kon jugate nachzuweisen. 
Die Bestimmung erfolgt dann iiber die Markierung des Antikor- 
pers oder des Antikorperfragments nach den an sich bekannten 
Methoden. Entsprechendes gilt fair eine Biotin- oder Avidin- 
markierung. 

Die Markierung des Anti-Hapten-Antikorpers oder des Antikor- 
per-Fragments erfolgt in an sich bekannter Weise. Geeignet 
sind z. B. Enzymmarkierung, radioaktive Markierung, (Bio)Lu- 
mineszenz-Markierung oder Fluoreszenzmarkierung. Bevorzugt 
wird jedoch eine Enzymmarkierung mit Enzymen, wie alkalische 
Phosphatase, Peroxidase oder 3-Glactosidase verwendet. Beson- 
ders bevorzugt wird als Markierungsenzym alkalische Phos- 
phatase verwendet. Die Bestimmung der alkalischen Phosphatase 
erfolgt fiber Leukosysteme, insbesondere fiber indigoide 
Systeme als oxidierbare Verbindungen (vgl. EP-A 0228663). 
Als Oxidationsmittel dienen Tetrazoliumsalze. Bei dem 
Markierungsenzym alkalische Phosphatase wird als Redoxsystem 
bevorzugt X-Phosphat /Nitroblau-Tetrazolium eingesetzt (F.P. 
Altmann, Tetrazoliumsalts and Formazans, Progr. Histochenu 
Cytochem. vol* 913 (1976), Gustav-Fischer-Verlag Stuttgart, 
Seite. 1). Unter X-Phosphat ist hierbei 5-Brom-4-chlor-3- 
indolylphosphat und unter Nitroblau-Tetrazolium 3, 3' -(3,3'- 
Dimethoxy-4 , 4 ' -biphenylen ) -bis-5-phenyl-2- ( 4-nitrophenyl ) - 
tetrazoliumchlorid zu verstehen. Alkalische Phosphatase 
spaltet das chromogene Substrat (X-Phosphat) , das durch die 
Abspaltung des Phosphats und Oxidation ein blaues, 
schwerlosliches Dimares bildet, welches gleichzeitig die 
Tetrazoliumverbindung zu einem eb en falls blauen, 
schwerldslichen Formazan reduziert wird. 

Der Nachweis der anderen geeigneten Markierungssysteme wird 
nach an sich bekannten Methoden durchgef fihrt . 
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Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Reagenz zur 
Bestimmung yon Listeriosis , welches dadurch gekennzeichnet 
ist, dafl es eine markierte Nucleinsaure, die mindestens eine 
Lange von 27 Nucleotiden hat und bei 5 - 6 x SSC und 42° C - 
60° C mit dem 2,5kb groSen KpnI-BamHT Fragment aus dem Plasmid 
pLM63 (DSM 5220) hybridisiert. Bevorzugt ist ein Reagenz, 
welches eine markierte Nucleinsaure enthalt, welche mit einer 
Nucleinsaure gemaB Tabelle III unter den oben genannten 
Bedingungen hybridisiert. Weiter bevorzugt ist ein Reagenz, 
welches eine markierte Nucleinsaure enthalt, welche mit einer 
Nucleinsaure entsprechend den Nucleotiden 822 - 1890 aus 
Tabelle III unter den oben genannten Bedingungen 
hybridisiert. Vorzugsweise betragt die Hybridisierungsdauer 1 
- 20 Stunden, besonders bevorzugt 1 Stunde. AuBerdem enthalt 
das Reagenz ein Detekt ions system fur die Markierung. Zur 
Markierung konnen die oben beschriebenen Verf ahren verwendet 
werden . 

Vorzugsweise wird eine markierte Nucleinsaure entsprechend 
der Sequenz von Tabelle III oder entsprechend den Nucleotiden 
1 - 714, 822 - 18.90, 935 bis 1244, 1158 bis 1185 oder 1209 
bis 1718 verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Protein, 
welches zu mindestens 80 % homolog zu der in Tabelle III 
angegebenen Aminosaureseguenz Protein I, Protein II oder 
Protein III ist. Bevorzugt ist ein Protein, welches zu 
mindestens 80% homolog zu Protein II ist. Dieses Protein hat 
ein Molekulargewicht von 18 kD. Die Proteine sind dazu 
geeignet, Antikorper gegen Listeria herzustellen. Bevorzugt 
sind die Proteine mit der Aminosaureseguenz gemaB Tabelle III 
oder den Teilsequenzen Protein I, Protein II oder Protein 
III. Besonders bevorzugt ist Protein II. 
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Mit dem gegebenenf alls modifizierten erf indungsgemaflen' 
Protein lassen sich durch Immunisierung von Versuchstieren , 
Gewinnung von Antiserum und Reinigung der Antikorper nacti 
ansich bekannten Verf ahren Antikorper und Antiseren gegen 
pathogene Listeria-Bakterien erhalten. Monoklonale Antikorper 
konnen erhalten werden durch Immunisierung von Versuchstieren 
mit gegebenenf alls modifiziertem erfindungsgemaBen Protein, 
Fusion von B-Lymphozyten der so erhaltenen immunisierten 
Tiere mit transf ormierenden Agentien r Klonierung und 
Kultivierung der .so gebildeten Hybridzellen, welche den 
monoklonalen Antikorper produzieren und Isolierung des 
letzteren. Besonders geeignete Tiere fur die Herstellung der 
Antikorper sind Ratten und Mause. Geeignete 
Modifizierungsmittel sind beispielsweise N-Bromsuccinimid 
(NBS) unter Oxidation von Tryptophangruppen am Protein (BBA 
143 (1967) 462-472) Carboximethylierung mit Jodacetat (IAA) 
die haiiptsachlich am Histidin angreift bzw. Nitrierung mit 
Tetranitromethan (TNM) ( J.Biol. Chem. 238 (1963) 3307) sowie 
die Azotierung mit diazotierter Sulf anylsaure (Meth.Enzymol. 
25 (1972) 515-531). Besonders geeignete Versuchstiere sind 
Balb/c-Mause oder AJ-Mause. 

Die Immunisierung erf olgt durch iibliche VereJDreichung des 
nativen oder modifizierten Enzyms f vorzugsweise in Kombi- 
nation mit Adjuvans. Bevorzugt wird als Adjuvans Freund'sches 
Ad ju vans oder Aluminiumhydroxid zusammen mit Bordetella 
pertussis verwendet. Die Immunisierung erf olgt iiblicherweise 
Uber mindestens 2, vorzugsweise 4 Monate. 
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Zur Gewinnung monoklonaler Antikorper werden nach erfolgter 
Immunisierung die B-Lymphozyten der immunisierten Tiere nach 
iiblichen Methoden mit trans fonnierenden Agentien fusioniert. 
Beispiele fur transf ormierende Agentien, die im Rahmen der 
Erfindung verwendet werden, sind Myelomazellen, transf or- 
mierende Viren, wie z. B. Epstein-Barr Virus oder die in der 
DE-A 32 45 665 beschriebenen Agentien. Die Pusionierung 
erfolgt nacft— dem bekannten Verfahren von Kohler und Milstein 
(Nature 256 (1975) 495-497). Die hierbei gebildeten 
Hybridzellen werden in iiblicher Weise kloniert, z. B. unter 
Verwendung eines handelsiiblichen Zellsorters und die 
erhaltenen Klone, welche den gewiinschten monoklonalen 
Antikorper bilden, geziichtet. Die Herstellung und Selektion 
von monoklonalen Antikorpern ist beispielsweise in 
J. Immunol. Meth. , 39 ( 1980) 285-308 ausfiihrlich -beschrieben. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein immunologisches 
Verfahren, zur Bestimmung von Listeria-Bakterien, bei dem 
mindestens ein ggf . monoklonaler oder polyklonaler Antikorper 
gegen das erf indungsgemaSe Protein verwendet wird. Als 
immunologische Bestimmungsmethoden eignen sich im Prinzip 
alle gangigen immuno-assays , wie z.B. Radio- Immunoassay, 
Enzym- Immunoassay, Floureszenz-Immunoassay u.s.w.. Ferner 
sind samtliche Verfahrensvarianten, wie z.B. kompetitiver 
Immuno-assay JEMA-Verf ahren anwendbar. Zur Markierung eignen 
sich die fur die jeweilige Bestimmungsmethode iiblichen 
Mittel. So werden bei einem Radio- Immunoassay Radio-Isotope, 
beispielsweise 1 25 J, zur Markierung verwendet. Fur einen 
Enzym-Immunoassay sind samtliche hierfiir iiblicherweise . 
eingesetzten Enzyme, beispielsweise Peroxidase oder S- 
Galactosidase, geeignet. Fur eine Floureszenz-Immunoassay 
sind die iiblichen f loureszierenden Gruppen als Markierung 
brauchbar. Einzelheiten dieser verschiedenen Testmethoden und 
Verfahrensvarianten sind dem Fachmann bekannt. 
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In dem Bestimmungsverf ahren konnen die monoklonalen oder 
polyklonalen Antikofper als solche oder Fragment e hiervon, 
welche die entsprechenden immunologischen Eigenschaften 
aufweisen, beispielsweise Fab-Fragmente, verwendet werden. 

Die f olgenden Beispiele und die Abbildungen erlautern die 
Erfindung weiter. Sofern nichts anderes vermerkt, sind alle 
Prozentangaben Gewichtsprozentangaben. Tabelle III zeigt die 
DNA-Sequenzen von dth 18 (Nucleotid 822 - 1890) und eines 
bevorzugten Ausschnittes aus dem 2,5 kb groBen KpnI-BamHI 
Fragment von Plasmid pLH63 (Nucleotid 1 - 1890) sowie die 
Aminosauresequenzen der Proteine l r II und III einschlieBlich 
Startcodon. 



Beispiel 1 

Markierung der DNA-probes 

200 ng der isolierten DNA werden 3 2 P-markiert, wie in Anal. 
Biochem. 132 (1983),. 6-13 beschrieben. 
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peispiel 2 

Probenvorbereitung 

2.1 Mikroorganismen 

Die verwendeten Referenzstamme sind in Tab. Ia aufgelistet. 
Alle anderen Listeria-Stamme (Tabellen lb, II) wurden aus 
einer Sammlung von etwa 3000 Listeria-Stammen des National 
Institute of Public Health and Environmental Protection, 
Bildhoven, ausgewahlt. Unter den gepriiften Stammen befinden 
sich 40 Stamme, die von an Listeriose erkrankten Patienten 
stammen. Diese Stamme wurden, wie in Zbl. Bact. I Abt. Orig. 
A 246 (1980), 211 - 227 beschrieben, isoliert. Die 
Mikroorganismen wurden in einem fliissigen Selektions- und 
Anreicherungsmedium (pH 7,0 lg/1 Pepton, 8,5g/l NaCl, 
10fig/ml, Trypaflavin- HCl, lOpg/ml Nalidixinsaure, 50pg/ml 
Cyclohexamid) iiber 24 Stunden bei 30° C geziichtet und 
anschlieBend auf Spezialnahrboden (Anreicherungsmedium + 
1% Agar) ausplattiert . Nach Bebriitung bei 30 °C iiber 24 
Stunden werden diese Platten direkt in dem Hybridisierungs- 
test eingesetzt. 

2.2 Anderes Probenmaterial 

Als weiteres Probenmaterial wird eingesetzt 
Cerobrospinalflussigkeit, faeces, Blut, Lochia, 
Gehimmaterial , Leber, Cervixmaterial , Amnionf luid, 
Lebensmittel, Silagegras und Tiermaterial . Von diesem 
Material werden 20 g in 250 ml phosphate buffered saline 
suspendiert, homogenisiert und weiter auf gearbeitet, 
wie in International Journal of Food Microbiology 4 
(1987), 249 - 256 beschrieben. 0,1 ml der Probe werden 
auf nichtselektive Agarplatten (85 mm Durchmesser) aus- 
plattiert und iiber Nacht inkubiert. 
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2 . 3 Durchf uhrung eines Hybridisierungs tests mit einer DNA- 
probe (dth 18, 1069 Nucleotide oder pLM63, 1890 
Nucleotide, Tabelle III) 

Von den nach 2.1 bzw. 2.2 hergestellten Platten wird mit 
Nylonmembranen (Gene Screen plus membranes* , DuPont 
Corp., USP 4,455,370) ein Abklatsch hergestellt. Die 
Membranen werden auf Filterpapier gelegt, welches mit O r 5 
mol/1 NaOH getrankt ist und fur 5 Minuten im kochenden 
Wasserbad inkubiert. AnschlieBend werden die Membranen 
auf Filterpapier gebracht, welches mit 1 ml f rischer 0,5 
mol/1 NaOH getrankt ist und mit 1 ml 1 mol/1 Trispuffer 
(pH 7,5) neutralisiert. Dieser Neutralisationsschritt 
wird wiederholt. Die Membranen werden in 100 ml 5 x SSC 
getaucht und dabei mit einem Tuch die Zellreste 
abgerieben. Nach Lufttrocknung werden die Membranen iiber 
6-16 Stunden bei 40° C mit 15 ml Losung A 
vorhybridisiert . AnschlieBend wird die DNA-probe dth 18 
oder pLM63 (0,05 jig in 2 f 5 ml, 5 x SSC) zugegeben bei 
60° C fiir 18 Stunden inkubiert. AnschlieBend wird 45 min 
mit 0,2 x SSC, welches zusatzlich 1% SDS und 0,1 % 
Natriumpyrophosphat enthalt, im Wasserbad bei 65° C 
gewaschen* 

Nach Trocknung werden die Membranen in Plastikfolie 
eingeschweifit und dam it bei -70° C iiber 18 Stunden ein 
Rontgenfilm belichtet. 

2.4 Hybridisierung mit einer 314bp DNA-probe 

Hybridisierungstests werden mit einer verkiirzten probe 
(Nucleotid 1209 - 1718 (vgl. Tabelle III) durchgefiihrt. 
Die Hybridisierungsbedingungen sind 5 x SSC bei 42° C (1 
Stunde) und anschlieSendes Waschen in 0,2 x SSC bei 
70° C (30 Minuten). zu sehen. Es zeigt sich, daB auch 
diese probe ais DNA-probe zur Priifung auf Listeriose 
geeignet ist. 
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Reagentien: 

1 x SSC: 0,15 mol/1 NaCl und 0,015 mol/1 Natriumcitrat 
Losung A: 

50 jmnol/1 Trispuffer, pH 7,5, 
10 mmol/1 EDTA 
1 mol/1 NaCl 
0,2 % Ficoll 

0,2 % Polyvinylpyrrolidon 

0,2 % Kinder serumalbumin 

1 mg/ml denaturierte Heringssperma-DNA 

1 % Natriumpyrophosphat und 

10 % SDS (Natriumdodecylsulfat) . 

Zur weiteren Uberpriifung wurde noch mit weniger stringenten 
Bedingungen (2 x SSC bei 65° C) gearbeitet. Dabei ergaben sich 
analoge Ergebnisse. 

Beispiel 3 

Vergleichsversuche mit einer DNA-probe nach dem Stand der 
Technik' (List eroly sin 0) 

Es wurde als probe ein synthetisches 19 mer-oligomer 
( 5 GATCACTCTGGAGGATACG 3 ) verwendet (analog 
Infection and Immunity (56 (1988), 766 - 772) 

200 ng dieser DNA-Probe wurde am S'-Ende mit 3Z P- 

markiert, wie in Haxam und Gilbert (Meth. Enzymol. 65 

(1980, 499) beschrieben. 

Die Hybridisierungsbedingungen waren: 

6- x SSC bei 37° C, dreimaliges Waschen mit 6 x SSC, 

enthaltend 1 % SDS und 0,1 % Natriumpyrophosphat fur 

jeweils 30 min bei 40° C. 
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Beispiel 4 

Biotypisierung der yerwendeten Mikroorganismen 

Die Biotypisierung wurde, wie in An. Inv. Pasteur/ Microbiol. 
134 (1983) 56-71 beschrieben, durchgef uhrt . Die Stamme 
wurden in 4 ml halbf estem Peptonagarmedium, welches 1 % D- 
Xylose oder L-Ramnose enthalt, zwei Tage bei 37° C angezogen. 
Das Peptonmedium Jaesteht aus 10 g Bacto-Pepton, 5 g 
Natriumchlorid, 5 f 5 Oxoidagar L 28 und 0,08 g Bromthymolblau 
aufgelost in 1000 ml destilliertem Wasser, pH 7 ,8, autokla- 
viert bei 120° C fiir 15 min. Nach Autoklavieren wird filter- 
sterilisierte Zuckerlosung zugegeben bis zu einer Endkonzen- 
tration von 1 %. Zur Biotypisierung. wurde die Hamolysinpro- 
duktion gepriift durch Zuchtung der Stamme iiber Nacht bei 37° C 
in Brain Heart-Inf usionsbriihe . Von dieser Kultur werden 0 r 2 
ml entnommen und mit 0,2 ml einer 2 %igen Schaf erythro- 
zytensuspension in PBS (Phosphat buffered saline), welche 
dreimal gewascben wurde , zugegeben. Nach zweistiindiger Inku- 
bation bei Raumtemperatur wird auf Hamolyse gepriift. L. 
monocytogenes, NCTC7973 und L. innocua, NCTC11289 dienten als 
positive und negative Kontrollen. 

Die Biotypisierung erfolgt nach Zbl. Bakt. Mikrobiol. Hyg. I 
Abt. Orig. A 259 (1985) 341 - 350.' 



ERSATZBLATT 





PCT/EP90/00087 



WO 90/08197 



- 17 - 



Beispiel 5 
Serotypisierung 

Die Serotypisierung wurde, wie in Seeliger und Hohne (Zbl. 
Bact. Microbiol. Hyg. I Abt. Orig. A, 259 (1985), 341-350 
beschrieben, durchgef iihrt . 

Die Stamme wurden in 4 ml Tryptonphosphat-Briihe, welche mit 
1 % Glucose angereichert ist, angeziichtet und im Wasserbad 
bei 37° C fur 6-7 Stunden geschuttelt. Mit dieser Kultur 
wird eine Tryptoseagarplatte inokuliert und iiber Nacht bei 
37° C inkubiert. Parallel wird ein zweites Rohrchen mit Tryp- 
tosephosphat-Briihe, welcher 1 % Glucose zugegeben wird, 
inokuliert und bei 25° C unter Schiitteln iiber Nacht im 
Wasserbad inkubiert. Die Tryptosephosphat-Platte wird mit 5 
ml phosphate buffered saline, pH 7,4 geerntet, eine Stunde im 
kochenden Wasserbad erhitzt und anschlieSend zentrifugiert . 

Die Zellen werden resuspendiert und auf eine Konzentration 
von 5 x 10* Zellen/ml eingestellt (1 x 10 9 Zellen/ml haben 
eine 0D von 1,0 bei 600 nm) . Von dieser Suspension werden 0,2 
ml entnommen und zu 0,2 ml 75fach verdiinntem Antiserum gegen 
die Polysaccharid-Antigene I, II, V, VI, VIII und IX im 
GlasrShrchen gegeben und bei 45° C fur zwei Stunden inkubiert. 
AnschlieBend wird abgekuhlt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. 
AnschlieSend werden die Rohrchen auf sichtbare Agglutination 
gepruf t ♦ 

Die Serotypisierung erfolgt, wie in Bergeys Manual of 
Bacteriology (N.R.Kreig, J.G.Holt (eds) Bergeys Manual of 
Systematic Bacteriology (1984) , Williams and Wilkins, 
Baltimore and London) naher beschrieben. Es wurde in die 
Serotypenklassen l/2a, l/2b, l/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4b, 4d, 
4a/b, 5, 6b und 7 eingeteilt. 
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Beispiel 6 
Maus-Bioassay 

2ur Uberpriifung, ob ein Listeriosis-Stamm pathogen ist, wird 
ein Maus-Bioassay durchgefiihrt, wie in Infect. Immun. 45 
(1984)-, 234 - 241 beschrieben, durchgefiihrt. Dazu werden 10 4 
- 10 5 Bakterien in 200 jil phosphate buffered saline pH 7,4 
intravenos in die Waus injiziert. Nach 2-4 Tagen werden die 
Mause getotet und die Milz entnommen. Als pathogen wird ein 
Stanna dann bezeichnet, wenn die Anzahl der Bakterien, die in 
der gesamten Milz gefunden werden , 10 4 xibersteigt. 

Beispiel 7 

Herstellung von Listeria Antikorpern 

50 fig des gereinigten Antigens (Aminosauresequenz Tabelle 
III) werden in complete Freund'schem Adjuvans intramuskular 
(IM) injiziert. Drei Wochen, 30 und 40 Tage spater wird die 
Injektion wiederholt. 10 Tage nach der letzten Injektion wird 
Antiserum gewonnen und af finitatschromatographisch 
gereinigt. 

Mit diesem Antiserum kann ein Immunoblot zur Bestimmung von 
Listeria durchgefiihrt werden. 
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Bt'ispiel 8 

Uberpriifung der Eignung einer probe fiir eine Listeria- 
Bestimmung 

Mit einem Plasmid auf Basis von pUC18; welches die DNA- 
Sequen2 nach Tabelle III insertiert enthalt, werden E.coli HB 
101 (DSM 1607) transfonniert und in Gegenwart von 50 pg/ml 
Ampicillin, bis zu einer optischen Dichte von OD 600nm = 1 
Uber Nacht geziichtet. 0,1 ml dieser Kulturbrvihe werden aus 
Agarplatten, die 50pg/ml Ampicillin enthalten (85 mm Durch- 
messer) ausplattiert und iiber Nacht inkubiert. 

Von den so hergestellten Platten wird mit Nylonmembranen 
(Gene Screen Plus-Membranes 8 , DuPont) ein Abklatsch herge- 
stellt. 

Die Membranen werden auf Filterpapier gelegt, welches mit 0,5 
mol/1 NaOH getrankt ist und fur 5 Minuten im kochenden 
Wasserbad inkubiert.- AnschlieSend werden die Membranen auf 
Filterpapier gebracht, welches mit 1 ml frischer 0,5 mol/1 
NaOH getrankt ist und mit 1 ml 1 mol/1 Trispuffer, pH 7,5, 
neutralisiert. Dieser Neutralisationsschritt wird wiederholt. 
Die Membranen werden in 100 ml 5 x SSC getaucht und dabei mit 
einem Tuch die Zellreste abgerieben. Nach Lufttrocknung 
werden die Membranen iiber 6-16 Stunden bei 40° C mit 15 ml 
Losung A vorhybridisiert. AnschlieSend wird die auf Eignung 
zu uberpriifende DNA-probe (0,05 ^ig in 2,5 ml) zugegeben und 
bei 60° C fiir 18 Stunden inkubiert. AnschlieSend wird 45 
Minuten in 0,2 x SSC, welches zusatzlich 1 % SDS und 0,1 % 
Natriumpyrophosphat enthalt, im Wasserbad bei 65° C gewaschen. 
Nach Trocknung werden die Membranen in Plastikf olien 
eingeschweiflt und damit bei minus 70° C Uber 18 Stunden ein 
RSntgenfilm belichtet. Wenn auf dem Rontgenfilm Signale 
ersichtlich sind, die von einer Hybridisierung stammen, ist 
diese . probe zur Verwendung im Listeriosistest geeignet . 
Analoge Ergebnisse werden erhalten, wenn als Plasmid pLM63 
(DSM 5220) verwendet wird. 



WO 90/08197 



- 20 - 



PCT/EP90/00087 



Beispiel 9 

Vergleich der Hybridisierung einer erfindungsgemaBen probe 
und einer Vergleichsprobe (vgl. Beispiel 3) mit verschiedenen 
Listeriosis-Stammen. Die Hybridisierung wurde wie in Beispiel 
2 und 3 beschrieben durchgefuhrt. 
Die Ergebnisse zeigen Tabelle I und II. 

Vergleich der Hybridisierung einer erfindungsgemaBen DNA- 
probe (1) (935bp bis 1244bp von Tabelle III) und einer DNA- 
probe nach dem Stand der Technik (Listeriolysin 0,(2), 
hergestellt nach Beispiel 3) mit DNA aus Listeria-Stammen. 

Analoge Ergebnisse werden mit Nucleotid 1-714 als DNA-Probe 
(1) erzielt. Zusatzlich hybridisiert diese Probe noch mit DNA 
aus Listeria monocytogenes Stammen des Serotyps 4a (z.B. NCTC 
5214). 

Tabelle la: 

mit Ref erenzstammen 

Sero- Stamm-NrJ* Biotyp probe 



typ 



1 2 



1/2 a 



NCTC7973 



1/2 b 



SLCC2755 



L , monocytogenes 
fr.seeUgeri 



+ + 



SLCC3954 



1/2 c 



HCTC5348 



L . monocytogenes 



+ 



+ 
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Sero- Stamm-Nr. Biotyp probe 
typ 1 2 



3 a NCTC5105 I.. monocytogenes + + 



3 b SLCC2540 -monocyt ogenes + + 



3 c SLCC2479 . I* . monocy togenes + + 



4 b NCTC10527 L > monocytogenes 



+ + 



4 c ATCC19116 L. monocytogenes 



+ + 



4 d NCTC10888 L . monocytogenes + + 



4 e ATCC19118 L . monocyt ogenes + + 



4 ab NCTC10528 L . monocy togenes 



+ + 



ATCC19119 L.ivanovii 



+ - 



6 a SLCC 5334 L-welshimeri 
NCTC11288 L.innocua 

6 b NCTC11289 L.innocua 



SLCC 2482 . L > monocytogene s + + 
RIVM 1 L.gravi - + 

RIVH 2 L.murravi 



- + 



1 > Hinterlegungatellen vgl. World Directory of 
Collections of Cultures of Microorganisms edited by V«F. 
McGowan and V.B.D. Sherman, World Data Center, Universi- 
ty of Queensland, Australien, 1982. 
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Tabelle lb: 

mit einer Vielzahl von Stannnen 

▼ 

Anzahl der Biotyp probe 
untersuch- 



ten. Stannne 






1 


2 


34 


L . monocytoaenes 


(34) 


34 


34 


39 


L - monocyt oaenes 


(37) 


37 


37 




L. seeliaeri 


( 1) 


0 


0 




L.welshimeri 


( 1) 


0 


0 


16 


L . monocytoaenes 


(16) 


16 


16 


5 


Ii • monocvtocenes 


(5) 


5 


5 


5 


L .monocvtocenes 


( 3) 


3 


3 




li..welshimeri 


( 1) 


0 


0 




Ii. seeliaeri 


( 1> 


0 


0 


2 


L . monocvt oaenes 


( 1) 


1 


1 




L . innocua 


( 1) 


0 


0 


77 


L . monocytoaenes 


(77) 


76 


76 
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Anzahl der Biotyp probe 
uirtersuch- 

ten Stamme * 2 

5 L-aeeligeri (5) 0 0 

2 ^monocytogenes (2) 2 2 

1 ft > mcnocYtoaenes (1) 1 1 

34 Ii . innocua (32) 0 1 

T^welshimeri (2) 0 0 

23 L. innocua (18) 0 2 

Iwwelsfaimeri (5) 0 0 

7 ^monocytogenes (7) 7 7 

2 L.aravi (2) 0 2 

3 L.murravi (3) 0 3 
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Tabelle II 

Tabelle II zeigt die Hybridisierxmgsreaktion von probe 1 mit 
verschxedenen Listeria-Stammen, deren Pathogenitat 
nach Beispiel 6 bestinnnt wurde. 



Biotyp Sero- Herkunft Hybridi- loa Anzahl/g Milz 

typ sierung 2. Tag 4. Tag 



L . monocytogenes 1/2 a 



L . monocytogenes 1/2 b 



L . monocytogenes 1/2 c 



L . monocytogenes 3a 



L ■ monocytogenes 3 b 



L . monocytogenes 3 c 



L. monocytogenes 4 b 



L « monocytogenes 4 b 



L , monocytogene s 4 b 



t>se^ljqeri 4 c 



Ref erenz- 

stamm 

Weich- 

kase 

Lebens- 

mittel 

Lebens- 

mittel 

Lebens- 

mittel 

Lebens- 

mittel 

Weich- 

kase 

Welch- 

kase 

Weich- 

kase 

Lebens- 

mittel 



7.4 C > 
6.2 
5.4 
6.4 
8.4 
8.2 
7.0 
6.5 
8*3 
<2.0 



8.3 + 



7.1 + 



+ + 



6.5 



+ + 



+ + 



+ + 



<2.0- 
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Sero- Herkunft Hybridi- loo Anza hl/a Milz 
typ sierung 2. Tag 4. Tag 



fr.innocua 


6 a 


Weich- 
kase 




2.0 


3.7 


L.innocua 


6 b 


Weich- 
kase 




<2.0 


<2.0 


fc. gray i 




Referenz- 
stantm 




<2.0 


<2.0 


J..mirravi 




Ref erenz- 
stamm 




<2.0 


<2.0 



a) 10* -10 5 Organismen wurden 4 Mausen injiziert. 

b) Hybridisierung wird mit dem dth 18-gene als probe durcb 
gefiihrt (vgl. Beispiel 2.3).c) Mittelwert von 2 Mausen; 

+: Maus vor Probenahme gestorben. 
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Tabelle III 

NUCLEOTIDE SEQUENCE OF PLASMID DPLM63 



10 20 30 40 50 60 

| I I I I I 

CTTMCATTTAGi^AAAACAAAAGAAGAAATTGGCGCTTTACGTGCTTCGGCGATTGAAT 

. PheHisLeiiAspLysThrLysGluGluIleGlyAlaLeiiProAlaSerAlalleGluCys 



70 80 90 100 110 120 

GTCAGTATGAGGCTTTTGTGATTAATGAAGCCAATAATTAAGGAGTGATAAAATGCAGGT 
GlnTyrGluAlaPheVallleAsnGluAlaAsnAsn JMETGlnVal 

130 140 150 160 170 180 

TTTAGTTTTACCAGAAAATAAGGATATCAATTATATAAAAACGGTCCAAGAAGTAAAACG " 
LeuValLeiaProGluAsnLysAspIleAsnTyrlleLysThrValGlnGluValLysArg 



190 200 210 220 230 240 

I I I I I I 

AOTT1OTGCGGA1 » rraGAG CGGTTTCGGATGATTACGGGGTrATC^AAAAAGCCACATTT 

PhePheAlaAspPheGlxiArgPheArgMETIleThrGlyLeiiSerLysLysProHisLeu 



250 260 270 280 290 300 

• I I I I I I 

ACTTAGAAATGGTTTTCTGGAAGAGCCGCAGTTTGAGCCGGTAGCATTTTCTGCTAGACA 

LeuArgAsnGlyPheLeuGluGluProGlnPheGluProValAlaPheSerAlaArgHis 



310 320 330 340 350 360 • 

I | I I I I 

TAATAAAGAAGTCATTTTGGAAGCGCGATGGTTGGTAGAGAAATATACTGAAATGTTGAA 

AsnLysGluVallleLeuGluAlaArgTrpLeuValGluLysTyrThrGluMETLeuAsn 



370 380 390 400 410 420 

I I I I I I 

TCAGATGGATGATTTATATCGAACTATTTTGATGGAATGTTACGTGGAACGAAAACAAGA 

GlnMETAspAspLeuTyrArgThrlleLeuMETGluCysTyrValGluArgLysGlnAsp 



430 440 450 460 470 480 

TGTGGCGGTAATGATGGATTOACCGTATGAAATTGCCCAGTTTAAACGGATAAAAAAACG 
ValAlaValMETMETAspLeuPrbTyrGluIleAlaGlnPheLysArglleLysLysArg 



490 500 510 520 530 - 540 

I I I I ' I I 

GGCAGTGCTAGAACTTGCAACGCTAATGGGGATTTTAGTAAGGAAATGATGATACTTTCG 

AlaValLeuGluLexiAlaThrLeuMETGlylleLeuValArgLys 
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Tabeile III (forts.)' 



550 560 570 



580 590 600 



TGATATTTTGAAACATCATTTTCCTATTAATATAGAAGTAAGCTAATTGTCCAGTAAGCG 
610 620 630 640 650 660 

gatgacaataaaagctgcatcagaatgaaLtgcaccgattttctgataatacatgatgt 

670 680 690 700 710 720 

tttacaaggaatttgtttttatgattggatttaaatccgttgagataaacaaatattcta 

730 740 750 760 770 780 

ttttggaaagtaaagttcgLggaataaattattaaatgtggtcttgaccgaactot 

790 800 810 820 830 840 

850 860 870 880 890 900 

CAG ^A^^ 



Va] 



910 920 



930 940 950 960 



&AGTGGAAATGCCTACAACGATGATCGAGATGATTGATCAAGAGGAAGAAGAAAGCCAAA 
970 980 990 1000 1010 • 1020 

ctgcctggaLgaaaaataccgttttgcaatccatcattataca^ 
SSr^Gl^TyrArgPheAlall^^ 



1030 • 1040 1050 1060 1070 1080 

SAGTCGAAJ^GATAGATACGCTTATCCAAACAGGATTCACTTTGCCTGAAGGATACA . 



j | I I I 



1090 1100 1110 H20 H30 1140 
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Tabelle III (Forts.) 

1150 1160 1170 1180 1190 1200 

I I - I I : I . I 

ACGC^AAAACCAGTTTTGAAGTAAGTATTTGTCGTGAATTAAAAGTAAAAATTTAGGGGG 

AlaLysThrSerPheGluValSerlleCysArgGluLeuLysValLyslle 

^ Prof eMT 

1210 1220 1230 1240 1250 1260 

I I 111 I 

AAATATTAATGGCATTTGAAGAGAATTTATATTGTGATTATACACCGGGAGCTGCTAAAG 

(METAlaPheGluGluAsnLeuTyrCysAspTyrThrProGlyAlaAlaLysAla 

I — Protein I 
1270 1280 1290 1300 1310 1320 

I I I I I I 

CGGTCGCGGGGAAAGATGTAATTTTAGCAGTTTTTAACGCAGCGGGGGACAAACTATTAG 

ValAlaGlyLysAspVallleLeuAlaValPheAsnAlaAlaGlyAspLysLeuLeuAla 

1330 1340 1350 1360 1370 1380 

CGGTTGCGGGCCAACAAGGTCTAACTGTAAACCGTTCTAAAGATAGCATTGAAATTACAT 
ValAlaGlyGlnGlnGlyLeuThrValAsnArgSerLysAspSerlleGluIleThrSer 

1390 1400 . 1410 1420 1430 1440 

I I | I I I 

CTAAAGATACAGTTGGCGGATGGAAATCCAAAATTGGCGGTATGAAAGAATGGTCAATTG 

LysAspThrValGlyGlyTrpLysSerLysIleGlyGlyMETLysGluTrpSerlleGlu 

1450 1460 1470 1480 1490 1500 

I I I I I I 

AAAATGACGGATTATATGTCGCTGATGCAGAGTCTCACAAAGAATTGGCGAAATATTTCG 

AsnAspGlyLeuTyrValAlaAspAlaGluSerHisLysGluLeuAlaLysTyrPheGlu 

1510 1520 1530 1540 1550 1560 

I I | I I I 

AAAGTGATAGCCCGGTTTGTGTGAAAATCATTAATCAAGCATCTAAAAAAGGTCTTTTCG 

SerAspSerProValCysValLysIlelleAsnGlnAlaSerLysLysGlyLeuPheGly 

1570 1580 1590 1600 1610 1620 

I I III I 

GTGGTTTGGCAATTGTAGCTGACTATAGTTTTGAAGCACCTTTTGACGAAGCGATGACTT 

Glyl^iiAlalleValAlaAspTyrSerPheGluAlaProPheAspGliiAlaMETThrTyr 

1630 1640 1650 1660 1670 1680 

I I I I I * 

ACTCTGTAAAACTAGACGGAATGGGCGCGCTTGTTGATTTAACGATTACTGAGGGCGGCG 

SerValLysLeuAspGlyMETGlyAlaLeuValAspLeuThrlleThrGluGlyGlyAsp 

1690 1700 1710 1720 1730 1740 

ACCAAATGCCCGGCGAAACACCTGTAGCACCAGCAGAATAAAATAGAAAGCCACTGAAAT 
GlnMETProGlyGluThrProValAlaProAlaGlu 

. — ^ PrTD+cm IT 
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Tabelle III (Forts.) 
1750 1760 1770 1780 1.790 1800 

aagtggctttcccttaggaLaaaataaatgtttgaagtgaatc^tacaacttataottt 

METPheGluValAsnAspThrThrTyrlleLeu 

1810 1820 1830 1840 1850 I860 

ACGATTTAATAAACAAAAAGTTAAAACGGTGGAATTA^ 
ArgSAsnLysGlnLysValLysThrValGluLeuThrSerGlylleSerLeuValAla 

1870 1880 1890 

I I I 

AG CTTTGACTGCGAATAAAGGGATTTTG AG 

AlaLeuThrAlaAsnLysGlylleLeu 
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Patentanspriiche 



1. Nucleinsaure, velche bei den Hybridisierungsbedingungen 
5 6 x SSC und 42 - 60° C mit dem 2,5kb groSen KpnI-BamHI 
Fragment aus dem Plasmid pLM63 (DSM 5220) hybridisiert. 

2 m Nucleinsaure nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie bei den Hybidisierungsbedingungen 5-6xSSC und 42-60 °C 
mit dem Nucleinsaurefragment nach Tabelle III 
hybridisiert . 

3 . Nucleinsaure nach Anspruch 1 oder 2 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der GC-Gehalt der Nucleinsaure 43% bis 60% 
betragt . 

4 . Nucleinsaure nach Anspruch 1 bis 3 , velche mit einem 
mindestens 27bp langen Ausschnitt oder der gesamten 
Nucleinsaure-Sequenz von Tabelle III identisch ist. 

5. Nucleinsaure nach Anspruch 1 bis 4 r dadurch 
gekennzeichnet, daB sie eine Markierung tragt. 

6. Nucleinsaure nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB 
sie radioaktiv, mit Biotin, Avidin, Streptavidin,, einem 
Fluoreszenzf arbstof f oder einem Hapten markiert ist. 

7. Verfahren zur Bestimmung von Listeria-Bakterien, da- 
durch gekennzeichnet, daB die zu untersuchende 

sample mit einer probe nach Anspruch 4 oder 5 inkubiert 
wird und die Markierung durch ein geeignetes 
Nachweis system bestimmt wird. 



0 
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8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , daS 
die Hybridisierung bei einer Hybridisierungs- 
temperatur von 42 °C bis 60 °C und 5 - 6 x SSC durchgefuhrt 
wird. 

9. Verfahren nach den Anspriichen 7 oder 8, dadurch 
gekennzeichnet , daB nach Hybridisierung bei 65 °C bis 75 °C 
gewaschen wird, 

10. Protein, welches zu mindestens 80 % homolog zu der 
Aminosauresequenz I, II oder III von Tabelle III ist. 

11. Protein nach Anspruch 10 mit der Aminosauresequenz 
Protein I, Protein II oder Protein III. 

12. Verwendung der Proteine nach den Anspriichen 10 oder 11 
zur Herstellung von Antikorpern gegen Listeria- 
Bakterien. 

13. Antikorper erhaltlich durch Immunisierung von Versuchs- 
tieren mit einem Protein nach den Anspriichen 10 oder 11. 

14 . Verwendung von Antikorpern nach Anspruch 13 zur 
immunologischen Bestimnmng von Listeria-Bakterien • 
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